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Schnelle AST durch Nanofluidik

Neue Moglichkeiten fur antimikrobielle
Empfindlichkeitstests (AST)

Warum sollten wir antimikrobiellen
Resistenzen Beachtung schenken?

Seit vielen Jahren warnt die Weltgesundheitsorganisation (WHO)
vor der zunehmenden Bedrohung durch antimikrobielle Resistenzen
(AMR) [1]. Das Auftreten und die rasche Ausbreitung resistenter

Bakterien stellt eine echte Gefahr dar: Sie ist in fast allen Landern
der Welt zu beobachten und betrifft alle Patiententypen.

Die Fahigkeit, sich an ihre Umgebung anzupassen, ist eine nattir-
liche Eigenschaft von Bakterien. Die Geschwindigkeit, mit der sie
sich an Antibiotika anpassen und Resistenzen entwickeln, hangt
jedoch eng mit dem tiberméaRigen Einsatz dieser Medikamente
zusammen. Und das Tempo dieser Anpassung ist besorgniserregend.
Aufgrund des weitverbreiteten Einsatzes von Breitband-Antibiotika,
der unsachgemaRen Verschreibung von Antibiotika bei nicht-
bakteriellen Infektionen, unzureichender Diagnostik und fehlender
Stewardship-Programme ist die Antibiotikaresistenz ein immer
groler werdendes Problem [2, 3].

Alarmierende Stimmen sind in den letzten Jahren lauter geworden -
und das aus gutem Grund. Wenn die uns derzeit zur Verfligung
stehenden Antibiotika ihre Wirksamkeit bei der Behandlung
bakterieller Infektionen verlieren, kénnten einfache medizinische
Verfahren lebensbedrohlich werden. Mit anderen Worten: Infek-

tionen, die derzeit behandelbar sind, kénnten auler Kontrolle
geraten und die Kraft der verfligbaren Medikamente schwachen.
Es ist unsere Pflicht, den Einsatz von Antibiotika zu rationalisieren
und MaRnahmen zu ergreifen, um ihren Missbrauch zu vermeiden,
bevor ihre Wirksamkeit nachldsst und die Bakterien den Kampf
gewinnen [4]. Die Rationalisierung des Antibiotika-Einsatzes ist
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Abb. 1 AMR kennen keine Grenzen. Wenn nicht bald weltweit wirksame MafSnahmen
ergriffen werden, konnten AMR bis 2050 weltweit fiir 10 Millionen Todesflle
verantwortlich sein [2].
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auch im Hinblick auf ihre Nebenwirkungen von Bedeutung:
Antibiotika greifen auch die nutzliche Bakterienflora in unserem
Korper an, was die Anfdlligkeit des Patienten flr neue Infektionen
erhshen kann. Und nicht zuletzt investieren die pharmazeutische
Industrie und die Biotechnologieunternehmen weniger stark in
die Forschung und Entwicklung neuer Antibiotika [5].

Die Rolle der Diagnostik bei der AMR-Bekdampfung

Die Diagnostik spielt eine wichtige Rolle bei der rationalen
Verschreibung von Antibiotika. Die bekannten antimikrobiellen
Empfindlichkeitstests (AST) sind zuverldssige Instrumente fir
die phanotypische Bestimmung der Antibiotikaresistenz [6].
Bakterienkulturen werden in der Regel in spezialisierten mikro-
biologischen Laboren durchgefiihrt. Die meisten der uns heute
zur Verfligung stehenden AST-Methoden werden bereits seit
Jahrzehnten angewandt. Sie basieren auf der Erstellung von Anti-
biogrammen durch die Uberwachung der Fahigkeit von Bakterien,
in einer spezifischen Umgebung zu wachsen (d. h. Exposition
gegenuber Antibiotika).

Die Notwendigkeit einer Kultur tiber Nacht vor der eigentlichen AST
ist in akuten Situationen allerdings einer der kritischen Punkte.
Diese verzogerte Verfugbarkeit der AST-Ergebnisse fuhrt zu einer
spaten klinischen Diagnose. Das wiederum flihrt dazu, dass bei
Verdacht auf bakterielle Infektionen immer wieder eine empirische
Therapie eingesetzt wird. Eine weitere Folge dieser verlangerten
Diagnosezeit ist der Einsatz von Breitband-Antibiotika, um die
Maoglichkeit auszuschlielRen, dass die Infektion durch multiresis-
tente Bakterien verursacht wird. Schatzungen zufolge sind etwa
30% der Verschreibungen in Arztpraxen und Notaufnahmen un-
ndtig, was sich @ndern lieRe, wenn schnellere Diagnoseverfahren
zur Verfligung stiinden [7].

Die Entwicklung neuartiger AST-Methoden mit dem Schwerpunkt
auf einem schnelleren Ergebnis ist der Schlissel zu fortschrittlichen
Diagnoseinstrumenten. Ohne die Qualitdt zu beeintréchtigen,
wirden diese Losungen die erforderliche Orientierungshilfe fur
die Behandlung und schlieRlich die Verschreibung von Antibiotika
bieten.

Abb. 2 Die derzeitigen AST-Methoden sind oft zeitaufwendig und erfordern
Fachwissen.

Aktuelle Herausforderungen der
AMR und verfligbaren AST-Methoden

m Stdndig steigende Resistenzraten, wodurch Antibiotika
ihre Wirkung verlieren und die Behandlungsmaoglich-
keiten eingeschrankt werden.

m Es werden zu wenige neue Antibiotika entwickelt.

m Die derzeitigen AST-Methoden sind mit einer
langen Analysezeit verbunden und erfordern ein
umfassendes Fachwissen.

m Die Interpretation von AST-Ergebnissen aus einem
mikrobiologischen Labor erfordert spezifische und
aktuelle Kenntnisse.

m Der Mangel an diagnostischen Alternativen macht die
empirische Therapie in vielen Bereichen zum Standard.
Die empirische Therapie beruht auf der Verschreibung
von Antibiotika, die fir den Patienten auf der Grundlage
statistischer Risiken wirksam sind, was zur Bekdmpfung
der Antibiotikaresistenz vermieden werden sollte.

Genotypisierung versus Phadnotypisierung

Bei genotypischen AST werden Methoden wie die sequenzspezifi-
sche PCR-Amplifikation eingesetzt, die mit hoher Sensitivitdt und
Spezifitat Resistenzgene identifiziert. Genotypische Tests haben
jedoch einige Nachteile. Sie erfordern nicht nur fortgeschrittenes
Fachwissen und eine spezielle Ausriistung, sondern kénnen dartiber
hinaus aufgrund ihrer Konzentration auf die genetische Sequenz
der Bakterien keine neuen Resistenzmechanismen aufdecken.
Aulerdem fiihrt das Vorhandensein von Resistenzgenen nicht
immer zu einer phanotypischen (tatsachlichen) Resistenz.

Um Ergebnisse zu erzielen, die einen maximalen Mehrwert fir
den behandelnden Arzt bieten, liegt der Fokus auf der Entwicklung
neuer phdnotypischer AST-Methoden. Der Vorteil des phanoty-
pischen Ansatzes gegentiber der genotypischen Analyse besteht
darin, dass er nicht auf ein im Voraus bekanntes Merkmal (wie ein
Resistenzgen) abzielen muss, sondern sich auf das Verhalten des
Bakterienstamms in einer realen Umgebung stiitzt. Indem das
tatsachliche Resistenzprofil der in der Probe vorhandenen Bakterien
getestet wird, ist es moglich, auf der Grundlage des die Infektion
verursachenden Stammes verwertbare Ergebnisse zu erzielen.
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Genotypische vs. phanotypische
Charakterisierung von Bakterien

Der Genotyp ist die Erbinformation eines Organismus, d. h. die
Gesamtheit seiner Gene. Der Phédnotyp bezieht sich auf die
Gesamtheit der beobachtbaren Merkmale eines Individuums,
die vom Genotyp und der Umwelt abhangen.

Wiéhrend genotypische Analysemethoden auf die Identifi-
zierung von Genen eines Organismus abzielen, analysieren
phanotypische Methoden die vom Organismus tatsachlich
exprimierten Merkmale. Nanofluidik-basierte AST-Methoden
kénnen daher ebenso wie kulturbasierte Methoden als phano-
typische Analysemethoden eingestuft werden, da das Ergebnis
von der Reaktion der Bakterien auf bestimmte Antibiotika
abhdngt - ihrem tatsdchlichen Resistenzprofil.

Nanofluidik trifft AST

Herkdmmliche AST-Methoden erfordern zur Durchfiihrung
Bakterienkolonien. Das Ergebnis kann erst abgelesen werden, wenn
sich eine Kolonie von 107 Zellen gebildet hat, was angesichts der
naturlichen Wachstums- und Teilungsrate von Bakterien in der
Regel Kulturen tiber Nacht voraussetzt. Der Einsatz von Nanofluidik
ermoglicht die Messung des Bakterienwachstums, bevor sich eine
Bakterienkolonie bildet. Das Wachstum wird als Langenausdehnung
einzelner Zellen gemessen und nicht als die Zeit, bis sie eine sicht-
bare Kolonie bilden. Ergebnisse kénnen durch Nanofluidik also im
Echtzeitmalstab des bakteriellen Zellwachstums erzielt werden.

Nanofluidik-Chip
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Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass eine Bakteriurie
deutlich schneller als mit herkémmlichen Kulturen nachgewiesen
werden kann. Die Vorteile des Ausschlusses negativer Bakteriurie-
Proben im Hinblick auf die Einsparung von Antibiotikabehandlungen
liegen auf der Hand.

Die Anwendung der Nanofluidik in der Mikrobiologie 6ffnet die Tur
zur Durchfuihrung von AST an einer einzelnen Zelle. Die Miniatu-
risierung der Bakterienkulturen verkiirzt die Zeit enorm, bis die Aus-
wirkungen von Antibiotika auf Bakterienzellen beobachtet werden.
Dieses Konzept bringt uns so der Entwicklung von Instrumenten

naher, die eine rasche Unterstltzung bei der Diagnose und Behand-
lung von bakteriellen Infektionen bieten [8].

Wie funktioniert das System?

Das Herzstiick des AST-Analysesystems ist ein Nanofluidik-Chip,
der eine Reihe von Nanokanalen enthdlt, die an einem Ende teilweise
geschlossen und am anderen Ende offen sind, wo sie mit einem
zentralen Stromungskanal verbunden sind [9]. Der Probenfluss wird
durch den zentralen Kanal und die einzelnen Nanokandle geleitet,
die nach dem Zufallsprinzip mit den Bakterien in der Probe be-
siedelt werden. In jedem Nanokanal bleibt nur ein Bakterium
oder eine sehr begrenzte Anzahl von Bakterien gefangen, da der
Fluss durch

den Nanokanal teilweise blockiert wird, wenn er eine Zelle einge-
fangen hat.

Nach diesem Beladungsschritt wird der Probenfluss durch einen
Zufluss von Wachstumsmedium ersetzt. Analog zum Probenfluss
flieRt das Wachstumsmedium durch den zentralen Kanal und die
einzelnen Nanokandle und bietet nun eine geeignete Wachstums-

Wachstumsmedium
mit Antibiotika

Wachstumsmedium
ohne Antibiotika
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GroRe jedes Nanokanals: 1,5 x 60 pm
Gesamtzahl der Nanokandle pro Nanochip: 11.000

Abb. 3 Probenfluss durch das Nanokanalsystem. Auf jede Untergruppe werden unterschiedliche Bedingungen (dargestellt durch die verschiedenen Farben) angewendet.
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umgebung fur die Bakterien. Die einzelnen Bakterienzellen, die in
den Nanokandlen gefangen sind, wachsen entlang dieser Kandle.
Da ein Nanokanal nur so breit ist, dass eine Bakterienzelle hin-
einpasst, bildet sich durch das Zellwachstum eine gerade Linie von
Zellen, die schlieflich den gesamten Nanokanal ausfiillt. Diese
Geometrie bildet die Grundlage fiir die Messung der bakteriellen
Wachstumsdynamik auf der Ebene der einzelnen Zelle.

In einem weiteren Schritt werden in verschiedenen Gruppen von
Nanokandlen unterschiedliche Bedingungen erzeugt. Jede Gruppe
von Nanokanilen, die aus mehreren hundert einzelnen Kanalen
besteht, kann verschiedenen Bedingungen, d.h. unterschiedlichen
Antibiotika und/oder Konzentrationen, ausgesetzt werden.

Dies wird erreicht, indem das Wachstumsmedium durch Reservoirs
flieRt, in denen verschiedene Antibiotika in unterschiedlichen
Konzentrationen getrocknet vorliegen, so dass anschlieRend in
jeder Gruppe von Nanokandlen unterschiedliche Bedingungen
herrschen. Wenn ein Bakterienstamm fiir das Antibiotikum, dem
er ausgesetzt ist, empfindlich ist, zeigen die Zellen ein verringertes
Wachstum oder lysieren sogar. Resistente Bakterien wachsen und
vermehren sich und fillen so den Nanokanal. Das Ausmal, in dem
die Nanokandle bei unterschiedlichen Konzentrationen gefullt
werden, hangt vom Grad der Resistenz der Bakterien gegentiber
dem Antibiotikum ab.
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Abb. 4a Resistente Bakterien zeigen exponentielles Wachstum, wenn sie gegen
das verwendete Antibiotikum resistent sind (1), wihrend ihr Wachstum stark
reduziert ist oder sogar gestoppt wird, wenn der Stamm fiir das getestete Anti-
biotikum empfindlich ist (2).

Abb. 4b Bakterien, die in den Nanokandlen wachsen. Resistente Bakterien wachsen
entlang dem Nanokanal, bis dieser vollstindig gefiillt ist. Empfindliche Bakterien
lysieren oder zeigen eine sehr geringe Wachstumsrate.

Das System erméglicht das parallele Testen mehrerer Antibiotika
in verschiedenen Konzentrationen, die Aufzeichnung der bakteri-
ellen Wachstumsrate in den einzelnen Nanokandlen und die
Erstellung mehrerer individueller Aufzeichnungen fur eine einzige
Bedingung. Diese Daten werden dann verarbeitet, um einen durch-
schnittlichen Wachstumseinfluss fur viele verschiedene Bakterien
zu ermitteln, die unter denselben Bedingungen wachsen. Die
Auswirkungen werden mit denen von Referenzbedingungen ohne
Antibiotika verglichen, da verschiedene Proben unabhéngig von der
Antibiotikabehandlung unterschiedliche native Wachstumsraten
aufweisen. Aus den Daten verschiedener Antibiotikakonzent-
rationen lasst sich dann der klinische Breakpoint der Bakterien
berechnen.

Das Bakterienwachstum in solchen nanofluidischen Kandlen wird
optisch mittels Phasenkontrastmikroskopie tiberwacht. Der Nano-
fluidik-Chip bewegt sich unter dem Mikroskop, um eine Reihe von
Bildern zu erzeugen, die Tausende von einzelnen Nanokanélen
abdecken, die den Analysebereich bilden. Der Vorgang wird alle
30 Sekunden wiederholt, was die Erstellung eines Videos zur Uber-
wachung des Wachstums einzelner Zellen erméglicht.

Der Datenverarbeitungsalgorithmus ist der Schlissel zur Inter-
pretation der Ergebnisse. Die kontinuierliche Uberwachung des
Zellwachstums auf Einzelzellebene beschleunigt diese Analyse
im Vergleich zu herkdmmlichen Bakterienkulturen dramatisch.
Anstatt zu warten, bis eine Bakterienkolonie wachst, erméglicht
die Nanofluidik eine Art Wachstumsiiberwachung in Echtzeit.
Diese einzigartige Eigenschaft ermoglicht es, innerhalb von Minuten
klinisch relevante diagnostische Ergebnisse zu erzielen - was mit
anderen AST-Methoden nicht méglich ist.

Hauptvorteile der Nanofluidik fuir antimikrobielle
Empfindlichkeits-Empfindlichkeitstests

m AST auf Basis einzelner Zellen - Wachstums-
nachweis in Echtzeit

m Phdnotypischer Ansatz, aber deutlich schnelleres
Ergebnis als herkdmmliche Kulturmethode

m Lab-on-a-Chip-Konzept - Geringerer Platzbedarf
im Vergleich zur konventionellen Mikrobiologie

m Vollstandig automatisierbare und standardisierte
Analyse: keine Fachkenntnisse fiir die Anwendung
erforderlich und unabhangig vom Bediener
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Herausforderungen bei der Verwendung von Nanofluidik
Einige Versuche, Bakterien in mikro- und nanofluidischen Systemen
zu inkubieren, sind in der wissenschaftlichen Literatur beschrieben
[10]. Diese innovative Art der Zellkultur bringt einige Heraus-
forderungen mit sich, die auf das Verhalten von Flissigkeiten im
Nanofluidik-MaRstab und die Analyse einzelner Zellen zurtick-
zuftihren sind. Eine dieser Einschrankungen ist die Schwierigkeit,
einzelne Zellen im nanofluidischen System zu erfassen. In der
Literatur finden sich auch hierfir einige Losungen, von denen die
meisten prdanalytische Schritte wie die Vorkonzentration von
Bakterienzellen beinhalten. Die zweite Einschrankung ist die un-
regelmdRige Konzentration von Antibiotika wahrend der Analyse,
wenn keine konstante Zufuhr von frischem Medium gewahr-
leistet werden kann. Die letzte wichtige Einschrankung ist die
Schwierigkeit, die Zellwachstumsrate mit optischen Nachweis-
methoden zu messen.

Die Miniaturisierung des Systems erfordert einen hohen Auto-
matisierungsgrad, was bei der Identifizierung einiger Bakterien-
arten gewisse Einschrankungen mit sich bringt. Zwar kann das
System so konfiguriert werden, dass es eine solide Klassifizierung
bestimmter Bakterienarten ermoglicht, doch ist es nicht einfach,
eine Umgebung zu schaffen, in der alle potenziellen Krankheits-
erreger wachsen konnen. Verschiedene Faktoren, wie die ZellgroRe
oder die erforderlichen Wachstumsbedingungen, erfordern nach
wie vor die Analyse komplexer Proben in einem mikrobiologischen
Labor. Das Wissen und die Vielfalt der Werkzeuge, die dem Mikro-
biologen zur Verfligung stehen, werden immer noch eine wichtige
Rolle spielen, und die Nanofluidik wird sie nicht ersetzen. Um eine
sichere Anwendung im klinischen Kontext zu gewahrleisten, ist

Herkdmmlicher diagnostischer Workflow

Qualitative
Urinanalyse

Warten auf Ergebnis /

Anamnese Breitband-AB

Beschleunigter AST-Workflow

15 min 15-30
Bestimmung min

Anamnese P
der Bakteriurie

Spezifisches AB

ein umfassender Vergleich mit Referenzmethoden erforderlich.

Aufgrund dieser Einschrankungen ist die Implementierung eines
auf Nanofluidik basierenden Systems fiir die Durchfiihrung von
AST alles andere als eine triviale Aufgabe.

Das von uns vorgestellte System wurde entwickelt, um diese
Herausforderungen zu tiberwinden und legt den Grundstein fur
ein Diagnosegerét, das diese hochempfindliche und schnelle
Technologie nutzt. Die Vorteile dieses Systems liegen nicht nur
in seiner Fahigkeit, einzelne Zellen zu erfassen, sondern auch in
der prazisen Uberwachung der Wachstumsrate der Zellen in Form
von Zellteilung und Zellwachstum. Dieses System macht auch eine
Vorbehandlung der Proben tberflussig.

Dies sind grundlegende Merkmale, die die Technologie ndher an
ein System fiir die medizinische Diagnostik heranfiihren. Diese
Technologie ist ein wichtiges Instrument, um AST auch auRerhalb
des mikrobiologischen Labors verfiigbar zu machen, was fur eine
betréchtliche Anzahl von Patienten eine erhebliche Verbesserung
der Qualitat der Diagnostik bedeutet.

Ein Blick in die Zukunft

Wie kann die Nanofluidik-basierte AST in der taglichen Praxis
angewendet werden? Diese Technologie wird die Grundlage fur
innovative Lab-on-a-Chip-Diagnostikgerédte bilden. In Verbindung
mit kiinstlicher Intelligenz oder wissensbasierter Software wird
es moglich sein, klinisch-mikrobiologisches Wissen bis zu einem
gewissen Grad zu integrieren. Durch die Entwicklung eines voll-
automatischen Systems ist es moglich, die Abhdngigkeit vom
Bediener zu beseitigen, die fiir komplexe Analyseschritte bei her-

1Tag 1Tag

Urinkultur AST Ergebnis Spezifisches

an Arzt AB

Versand von Patientenproben und Wartezeit (ca. 3 - 4 Tage)

Abb. 5 Eine mégliche Anwendung dieser Technologie kénnte die schnelle AST von Urinproben sein. Der derzeitige Workflow bei der Diagnose von Harnwegsinfektionen
erfordert oft den Versand der Urinkultur an ein externes Labor. Die Inkubation (iber Nacht ist heutzutage obligatorisch. Durch den Einsatz dieser innovativen Technologie

konnte die Zeit bis zur Diagnose auf weniger als eine Stunde verkiirzt werden.
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kémmlichen AST-Methoden typisch ist. Im Wesentlichen kann
dieses Nanofluidiksystem bis zu einem gewissen Grad spezielle
mikrobiologische Labormethoden auf einen Siliziumchip bringen.
Eines sollte jedoch klar sein: Diese Technologien sind keineswegs
dazu gedacht, mikrobiologische Labore zu ersetzen. Bestimmte
Faktoren schranken ihr Potenzial ein, darunter die vielen komplexen
mikrobiologischen Verfahren und die biologischen Unterschiede
zwischen den Bakterienarten. Die groRe Anzahl potenzieller Krank-
heitserreger, ihr unterschiedliches Verhalten und die vielféltigen
Behandlungsmoglichkeiten beschranken den Einsatz auf spezielle
Anwendungen.

Die oben genannten Hauptvorteile machen diese Technologie
jedoch zu einem hervorragenden Kandidaten fur die Schaffung
einer neuen Klasse von patientennahen Testgeraten, dank geringer
GrolRe, Bedienerunabhangigkeit, Benutzerfreundlichkeit und
schneller Ergebnisse.

Bei alltaglichen Infektionen bietet die Moglichkeit eines patienten-
nahen Testgerdts ein einzigartiges Instrument zur Auswahl von
Antibiotika, die auf die jeweilige Infektion zugeschnitten sind. Diese
Informationen dem behandelnden Experten so nah am Patienten
zur Verfugung zu stellen, ist der Schlussel im Kampf gegen AMR.
Schnelle AST-Ergebnisse werden es uns erméglichen, Antibiotika
mit erhdhten Resistenzraten in den Fillen einzusetzen, in denen
sie noch wirksam sind, und so ihre Lebensdauer zu verlangern
sowie Reserveantibiotika (,,letztes Mittel“) zu erhalten und die
Arzneimittelkosten zu senken.

Um das Potenzial der Nanofluidik in der AST-Diagnoselandschaft
zu verstehen, sollten Sie sich einige Infektionskrankheiten vor Augen
fuhren, die aus unterschiedlichen Griinden groRe Aufmerksamkeit
auf sich ziehen. Denken Sie zum Beispiel an den kritischen Wert
der Zeit bei der Sepsis-Diagnose, wo jede Minute z&hlt. In einem
anderen Zusammenhang konnte man eine betrachtliche Auswirkung
auf die 6ffentliche Gesundheit sehen, wenn Blasenentziindungen -
die haufigste Harnwegsinfektion und eine der haufigsten Erkran-
kungen, die zur Verschreibung von Antibiotika fihren - mit Hilfe
einer solchen Technologie in einer patientennahen Umgebung
diagnostiziert wiirden.
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